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Doel: 
Ontwikkeling van een methode voor het bepalen van vitamine B6 in 
levensmtddelen. 
Samenvatting : 
Twee reversed phase HPLC-systemen voor de scheiding van pyridoxine 
(PN), pyridoxamine (PM) en pyridoxal (PL) lo~erden onderzocht lolaarbij de 
invloed van een aantal variabelen in kaart gebracht \o~erd. De voor de 
analyse van vitamine B6 wenselijk geachte hydrolyse van de fos-
faatesters werd onderzocht met behulp van standaardoplossingen van de 
B6 vitaminen. Hierbij werd aandacht geschonken aan een enzymatische 
hydrolyse en aan een hydrolyse bij verhoogde druk en temperatuur 
(autoclaaf). 
Conclusies: 
- Ion- paar chromatografie met behulp van heptaansulfonaat blijkt het 
meest geschikt. 
- De enzymatische hydrolyse (Clara-Diastase) is volledig na 2 uur. 
-De hydrolyse met behulp van een autoclaaf (121°C) is pas volledig na 
5 uur. Deze hydrolyse \olOrdt geremd door hoge zuurconcentraties. 
Verantlwordelijk: ir P. HoUman Et>\ 
Medewerker/Samensteller: R. Binnendijk P-'P) 
Projektleider : ir P. Hallman 
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1. Inleiding 
In het RIKILT- rapport 83 . 77 (1), wordt, gezien de specificiteit en het 
waarschijnlijk vervallen van een clean- up, voorgesteld een metltode 
te ontwikkelen waarbij gebruik gemaakt wordt van reversed-phase HPLC 
in combinatie met flurorescentiedetectie, vooraf gegaan door ontslui-
ting bij verhoogde temperatuur. 
Als uitgangspunten voor de chromatografie zijn twee publicaties 
genomen: een reversed phase chromatografiemethode (2) en een variant 
hierop gebaseerd op ion- paar chromatografie (3). 
Voor de ontsluiting zijn zowel de ontsluiting bij verhoogde tem-
peratuur, onder andere toegepast door de AOAC (4) , als de enzyma-
tische hydrolyse toegepast, deze laatste ontsluiting wordt ook onder 
andere gebruikt bij de bepaling van vitamine B1 en n2 (5,6). 
2 . Fluorescentie optima 
Bepaald zijn de excitatie-emissiemaxima van de n6 componenten, met 
behulp van de Perkin- Elme r LS 4 fluorescentiedetector, in: 
- kaliumdiwaterstoffosfaat 0,0667 M/fosforzuur pH = 2,6 
4% methanol 











- kaliumdiwaterstoffosfaat 0,0667 M/fosforzuur pH = 2,6 
natrium- 1-heptaansulfonaat 0,012 M 
t e traethylammoniumchloride 0 , 0075 M 
isopropanol 3,75% 
(zie bijlage 4 t/m 6). 
component excitatie emissie 
(nm) (nm) 
PL 287 378 
PN 288 395 
P~l 292 395 
Er is dus geen invloed van het eluens op de ligging van de maxima . 
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3. Chromatografie 
3 . 1 Reversed phase 
Nagegaan is in hoeverre de in de literatuur beschreven methoden 
geschikt zijn voor de scheiding en bepaling van de drie vitamine B6 
componenten (zie RIKILT-rapport 83.77). Als uitgangspunt dient het 
systeem beschreven door O'Reilly (2 ). Hij gebruikt een spherisorb 
10 ~m RP 18 25 x 0,4 cm kolom met als eluens een 0,067 M kaliumdi-
waterstoffosfaatbuffer op pH 2,6 gebracht met fosforzuur ( zie tabel 1 
en bijlage 7). De analysetijd bedraagt dan circa 10 minuten. De anal~ 
tetijd kan verkort worden door aan de buffer een minder polaire 
vloeistof toe te voegen (b.v . methanol). Na toevoegen van 4% methanol 
bedraagt de analysetijd circa 6 minuten. De flow bedraagt 1,6 ml/min . 
Tabel 1 
k ' 
% methanol PM PL PN 
0 0,47 3,00 4 , 60 
2 0 ,43 2,20 3,23 
3 0 , 37 1,93 2,76 
4 0 , 37 1,70 2,40 
5 0,37 1 , 57 2,13 
6 0 , 30 1,40 1,90 













Waarbij As de asymetriefactor op 10% van de piekhoogte is. 
De elutievolgorde is : PM, PL, PN. 
Nadat de spherisorb kolom niet meer bruikbaar was, het schotelgetal 
liep terug van± 12 .000 tot± 2.500, was het niet mogelijk eenzelfde 
kolom, met dezelfde eigenschappen, te verkrijgen. 
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Alternatieven zoals Hyperail 5 ODS (15 x 0,46 cm), Lichrosorb 5 RP 8 
(15 x 0,46 cm) en het Chrompack cartridge systeem (spherisorb 7 ~ C18, 
20 x 0,3 cm) voldoen niet . Het probleem in deze is de piekasymmetrie. 
Door het toevoegen van tetraethylammoniumchloride kan de pieksymmetrie 
verbeterd worden. Het gevolg van deze toevoeging is ook dat PH nauwe-
lijks meer wordt vertraagd waardoor deze in het vloeistoffront 
belandt, zelfs als geen methanol aan de buffer wordt toegevoegd. 
3.2 Ion- paar reversed phase 
Hilliams (3) beschrijft de scheiding van de drie 86 componenten met 
behulp van ion-paar chromatografie; loopvloeistof: 0.0324 M azijnzuur 
(pH 2,6) , 0,081 H heptaansulfonzuur, 10% isopropanol; kolom ~ Bonda-
pack Cl8 (30 x 0,39 cm). Deze methode diende als uitgangspunt voor een 
alternatieve methode, nadat de methode beschreven in hoofstuk 2.1 niet 
meer voldeed. 
Diverse parameters zijn bekeken, als kolom wordt het cartridge systeem 
van Chrompack (Spherisorb C18 7 pm 20 x 0,3 cm) gebruikt, als basis 
voor de loopvloeistof de kallumdiwaterstoffosfaat/fosforzuur buffer 
pH = 2,6. 
3.2 . 1 Flow (bijlage 8) 
Loopvloeistof: Kaliumdhmterstoffosfaat 0,0667 H/ fosforzuur pH 2, 6 















































Gekozen is , om een redelijke analysetijd te verkrijgen, voor een flow 
van 0,4 ml/min, dit komt overeen met een flow van circa 1,0 ml/min bij 
een diameter van 0,4 6 cm. 
3.2.2 Tegenionconcentratie (bijlage 9) 
Loopvloeistof: Kaliumdü;raterstoffosfaat 0,0667 H/fosforzuur pH 2 , 6 
Isopropanol 10%. 
Flow: 0,4 ml/min. 

















Het blijkt dat het verande r en va n de tegenionconcentratie namo1el ijks 
invloed heeft op de scheiding van PL en PN. Om de analysetijd kort te 
houden is gekozen voor een concentratie van 0,008 H aan natrium-1-
heptaans ulfonaat. 
3.2.3 Bufferconcentratie (bijlage 10) 
Loopvloeistof: Natrium- 1- heptaans ul fo naat 0,008 H 
I sopropanol 10%. 





zuur buffer pH = 2,6 
mol/1 













Het veranderen van de bufferconcentratie heeft nauwelijks invloed op 
de scheiding va n PL en PH . Om het eluens een redelijke buffer capaci-
teit t e geven is gekoze n voor een concent ratie van 0,0667 molair. 
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3.2 .4 Isopropanolconcentratie (bijlage 11) 
Loopvloeistof: Kaliumdh1aterstoffosfaat 0,0667 I fosforzuur pH 2 , 6 
Natrium- 1-heptaansulfonaat 0,008 H 
Flow: 0,4 ml/min . 
isopropanolconcentratie 
mol /1 
2 , 50 3, 7 5 5,00 7 ,50 10,00 12,50 
PL 3,39 2 ,14 1,61 1,07 0,811 0,685 
PN 4,79 2, 98 2,15 1,34 0, 977 0, 792 
PH 6,64 4,19 3,32 2, 25 1,58 1,23 
Het blijkt dat de isopropanolconcentratie invloed heeft op de 
scheiding van PL en PN. Om deze twee componenten basislijn te scheiden 
moet de isopropanolconcentratie kleiner zi jn dan circa 4% . 
3 . 2 .5 Kolomtemperatuur (bijlage 12) 
Loopvloeistof : Kaliumdiwaterstoffosfaat 0,0667 H/ fosforzuur pH 2,6 




k' 25,0 29,8 34 , 0 39,0 44,0 
PL 1,85 1,70 1, 60 1 , 50 1,40 
PN 2 ,60 2 , 30 2 , 20 2,00 1, 80 
PH 3 ,40 3,20 3,00 2 , 80 2,50 
Door de temperatuur te verhogen van 25°C naar 44°C wordt de analyse-
tijd verkort van 11 minuten naar 9 minuten . 
3.2.6 Optimalisering loopvloeistof 
Uit bovenstaande blijkt dat verhoging van de tegenionconcentratie de 
retent ie van PM het sterkst b~invloedt, het effekt op PL en PN is 
kleiner en voor beide componenten gelijk . De bufferconcentratie heeft 
eveneens op PH het sterkste effekt , terwijl PL en PN gelijk reageren. 
De isopropanolconcentratie heeft een gelijk effekt op PM en PL en een 
iets sterker effekt op PN . Bij een keuze van de bovengenoemde parame-
ters za l de scheid i ng t ussen PN e n PL bepalend zij n, naast een mini-
male bufferconcentratie en een maximale analyseduur (± 10 min) . 
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De drie 86- componenten zijn basislijn gescheiden en elueren binnen 12 
minuten van de kolom indien als loopvloeistof wordt gebruikt (zie bij-
lage 13A): 
kaliumdh1aterstoffosfaat 0,066 7 ~1/ fosforzuur pH 2, 6 
natrium-1-heptaansulfonaat 0,008 M 
isopropanol 3,75% 












Om deze factoren te verlagen is tetraethylammoniumchloride (0,0075 M) 
toegevoegd. 
Door deze toevoeging elueren de B6 componenten sneller zodat de samen-
stelling van de loopvloeistof als volgt aangepast ~.;rerd : 
kaliumdiwaterstoffosfaat 0,100 H/fosforzuur pH = 2,6 
natrium-1-heptaansulfonaat 0,012 H 
isopropanol: 3,20% 
tetraethylammoniumchloride 0,0075 H 
De drie B6 componenten zijn basislijn gescheiden en elueren binnen 8 












Opmerking. Aan de injectievloeistof dient tegenion te worden toege-
voegd, zelfde concentratie als in loopv.loeistof, omdat anders A, uit 
y = A x+ B, van de ijklijn van PN significant afwijkt van 0. 
3.3 Detectiegrenzen 
Bepaald zijn de detectiegrenzen voor de twee systemen, gemeten bij een 
signaal-ruisverhouding van 3:1 op basis van piekhoogte . 
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- Reversed phase, kolom i.d. 0,46 cm. 
Maximale excitatie- en emissiegolflengte (zie hoofdstuk 2), voor de 




De tee tiegrens 






- Ion-pair reversed phase kolom i.d. 0,30 cm. 
Excitatiegolflengte: 285 nm, emissiegolflengte: 385 nm. 






De tee ti eg rens 
absoluut (ng) in product (mg/100 g)* 
0,03 0,002 
0,04 0,002 
0,02 0, 001 
Voor de ontsluiting van B6, bepaald als PH, PL en PN, zijn een aantal 
procedures beschreven. Hierin is een tweedeling aan te brengen (zie 
RIKILT-rapport 83.77). 
- Zure- en enzymatische hydrolyse; een kortere zure hydrolyse bij 
circa 100°C om de vitamine- matrixverbindingen te verbreken gevolgd 
door een enzymatische hydrolyse (o.a. fosfatase) om de fosfaatvormen 
van de B6 vitameren te hydrolyseren. 
- Zure hydrolyse bij verhoogde druk en temperatuur. Hierbij worden 
zowel de vitamine-matrix als de vitamine-fosfaatverbindingen verbro-
ken. Hierbij wordt vaak een onderscheid gemaakt tussen dierlijke en 
plantaardige producten, zowel wat betreft de zuursterkte (resp. 
0,055 N en 0,44 N) als de extractieduur (5 resp. 2 uur). 
* Bij inweeg van 10 g in 100 ml en een injectievolume van 20 ~1. 
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Zowel de enzymatische hydrolyse als de hydrolyse bij verhoogde druk en 
temperatuur werden onderzocht, waarbij van de n6 standaard zowel de 
stabiliteit als het omzettingspercentage bepaald werden. Voor alle 
experimenten zijn standaarden van de firma Merck gebruikt (art.nrs . 
7523,7524,7526,7527, 7547). 
De experimenten zijn meestel op twee niveau's uitgevoerd namelijk 0,05 
mg/100 g en 0,10 mg/100 g . Hierbij is een zodanige hoeveelheid stan-
daard in bewerking genomen dat deze hoeveelheid overeenkomt met een 
monster van dit gehalte bij een inweeg van 10 g in 100 ml. 
4.1 Zure- en enzymatische hydrolyse . 
4 .1 . 1 Standaardstabiliteit na zut·e hydrolyse 
Voor chromatografische condities zie hoofdstuk 3.2 . 6. 
Het mengsel van standaarden werd opgelost in 50 ml 0,2 N zwavelzuur 
en verwarmd in een kokend waterbad gedurende een bepaalde tijd. Analy-
ses werden in enkelvoud uitgevoerd. 











niveau: 0,10 mg/100 g, in enkelvoud 
Hydrolysetijd Recovery (%) 
(min) PH PL 
15 102 102 
60 100 100 









De zure hydrolyse bij circa 100°C, die voorafgaat aan de enzymatische 
hydrolyse, kan tenminste gedurende 90 minuten worden toegepast . 
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4.1.2 Omzetting na enzymatische hydrolyse 
Nagegaan is welke hydrolysetijd en welke enzymconcentratie nodig zijn 
om PNP respectievelijk PLP om te zetten in PH respectievelijk PL bij 
een temperatuur van 45°C. Hierbij is gekeken naar de vorming van PN en 
PL. Heting van de afname van PHP ,.,as niet mogelijk vanwege een 
storende component in het chromatogram, meting van PLP lo~as niet moge-
lijk gezien de geringe respons van PLP. 
Voor de chromatografische condities zie hoofdstuk 3.2.6. Aan stan-
daard, opgelost in 50 ml 0,2 N zwavelzuur, wordt 10 ml 2,5 N natrium-
acetaat toegevoegd de pH is dan 4 , 5, hierbij wordt 2, 5 respectievelijk 
5 ml enzym , opgelost in water (20 g per 100 ml), gepipetteerd (enzym: 
Clara- Diastase Fluka 27540). De experimenten werden in enkelvoud 
uitgevoerd. 
enzymconcentratie Vorming (%) 
015 s/60 ml PL PH 
niveau ms/100 s 0 205 0110 0105 o2 10 
hydrolysetijd (min) 
20 85 83 47 47 
40 85 88 68 65 
60 91 86 76 67 
120 90 89 84 84 
enzymconcentratie Vorming (%) 
1 8;6o ml PL PM 
niveau ms/100 8 0105 0210 0&05 0110 
hydrolysetijd (min) 
20 94 89 66 69 
'•O 88 91 88 82 
60 91 87 88 91 
120 92 88 94 94 
liet blijkt dat, voor wat PL betreft, na 120 minuten hydrolyseren circa 
90% gevormd is, dit geldt voor beide enzymniveau 's . Bij PM is na 120 
minuten hydrolyseren, bij de hogere enzymconcentratie , circa 94% 
gevormd. 
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Deze niet volledige omzettingen kunnen verklaard worden door het feit 
dat zowel de PLP- als de PMP-standaard niet zuiver , dus geen 100%, 
zijn. Zo bevat de PLP-standaard volgens de declaratie , al 6 tot 9% 
water. 
Er ~wrdt geen noemenswaardig verschil gevonden tussen de twee niveau' s 
respectievelijk 0 , 05 mg/100 g en 0,10 mg/100 g. Een hydrolysetijd van 
minimaal 120 min is vereist bij een enzymconcentratie van 1 g/60 ml. 
Na afronding van dit onderzoek bleek ons dat de fabrikant van Ciara-
Diastase (Fluka) onlangs gestopt is met de produktie van dit enzym-
mengsel. Als mogelijk alternatief kan dienen Hylase 100 (7). 
4.2 Zure hydrolyse bij verhoogde druk en t emperatuur (autoclaaf). 
4.2.1 Standaardstabiliteit na autoclaaf 
Een mengsel van PM, PL en PN, opgelost in zwavelzuur met wisselende 
normaliteit , werd gehydrolyseerd gedurende 2 uur en 5 uur, temperatuur 
121°C. Voor chroma tografie zie hoofdst uk 3.2.6. 
De experimenten werden in enkelvoud uitgevoerd. 
Hydrolysetijd: 2 uur. 
-niveau: 0,1 mg per 100 g , enkelvoud. 
normaliteit Recovery ( %) 
zwavelzuur PL PN PH 
1, 8 92 97 98 
0,9 97 97 96 
0,45 98 98 98 
0,225 96 96 98 
0,056 98 102 103 
- niveau: 0,05 mg per 100 g, enkelvoud. 
normaliteit Recovery (%) 
zwavelzuur PL PN PH 
1,8 94 96 93 
0,9 93 97 96 
0 , 45 98 99 101 
0,225 100 99 101 
0,056 100 102 100 
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Hydrolysetijd: 5 uur. 
- niveau: 0,1 mg per 100 g. 
normal i teit Recovery (%) 
zwavelzuur PL PN PH 
1 ,8 93 98 99 
0,9 100 104 105 
0,45 98 100 98 
0,225 96 104 98 
0,056 98 95 96 
- niveau: 0,05 mg pe r 100 g . 
normalitelt Re covery (%) 
Z\oTavelzuur PL PN PH 
1,8 97 94 93 
0,9 90 93 91 
0,45 94 95 91 
0,225 9ll 100 96 
0,056 93 90 90 
Als conclusie kan getrokken worden dat de stabiliteit van de vitamer en 
enigszins ongunstig b~invloed wordt door hoge zuurconcentraties . Bij 
de onderzochte condit i es van tijd en tempe ratuur blijkt 0,45 N a2so4 
een veilige grens . 
4 . 2 . 2 Omzetting na autoclaaf 
Nagegaan i s welke hydrolysetijd en welke zuurconcentra tie nodig zijn 
om PMP respectievelijk PLP volledig om te zette n in PM r es pectieve lijk 
PL; tempe ratuur 120°C, overdruk 1,05 atm . 
Voor chromatografie zie hoofds tuk 3.2.6. 
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Hydrolysetijd: 2 uur . 
- niveau 0,1 mg per 100 g. 
normaliteit Vorming (%) piekhoogte 
zwavelzuur PL PH PMP 
gem. gem. 
1 , 8 82 82 48 48 
0,9 83 88 88 86,3 47 48 47 47,3 S,3 
0 ,4S 86 90 90 88,7 S6 S9 S9 S8,0 S, 7 
0,22S 84 94 94 90,7 68 73 73 71,3 4,2 
0,112 93 92 92 ,S 78 78 78,0 2,9 
O,OS6 90 90 84 84 
- niveau O, OS mg pe r 100 g, enkelvoud . 
1 , 8 
0,9 93 91 81 88 , 3 ss so L1l '•8, 7 2,S 
0,45 88 92 90 90 , 0 57 65 65 62 , 3 2 , 9 
0,225 100 85 84 89.7 77 69 69 71,7 2 , 2 
o, 112 84 84 84,0 77 77 77 ,o 1, 5 
0,056 104 104 80 80 
- · kwantificeren niet mogelijk . .
Hydrolysetijd : 5 uur . 
- niveau 0,1 mg per 100 g. 
normaliteit Vorming (%) r est PHP 
zwavelzuur PL P~1 (%) 
gem . gem . 
1,8 
0,9 90 89 88 89,0 81 76 74 77 ,o 11 
0 , 45 96 89 92 92,3 92 80 86 86,0 9 
0 , 225 92 92 95 93,0 92 89 92 91,0 6 
O, OS6 90 99 99 96,0 85 96 97 92,7 
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~ niveau 0,05 mg per 100 g. 
normaliteit Vorming (%) piekhoogte 
zwavelzuur PL PN P~fP 
gem. gem. 
1,8 x x 
0,9 x 89 87 88 ,0 x 80 76 78,0 7 
0,45 x 94 93 93 , 5 x 95 99 97,0 7 
0,225 92 95 97 94) 7 86 93 95 91,3 7 
0,056 90 96 96 94,0 84 94 95 91 , 0 
- : kwantificeren niet mogelijk. 
x: niet geanalyseerd. 
Evenals bij de enzymatische hydrolyse blijkt dat Pt-fP minder makkeli j k 
wordt omgezet. Rekening houdend met de onzuiverheid van PHP en PLP 
wijzen percentages > 90% op een volledige omzetting. Een hydrolysetijd 
van 2 uur blijkt voor wat betreft de omzetting van Pt-fP bij alle onder-
zochte zuurconcentraties te kort te zijn. Duidelijk is dat naarmate de 
zuurconcentratie toeneemt de omzetting afneemt. t-feting van Pt-fP (waar 
mogelijk) toont aan dat afbraak van de gefosforyleerde vitame r en 
onwaarschijnlijk is. Afbraak van de vrije vitamere•t kon eveneens 
nauwelijks vastgesteld worden (zie 4.2.1), zodat de lage omzetting bij 
hoge zuurconcentraties niet verklaard kan worden door instabiliteit 
van de vitame r env 
Voor een volledige hydrolyse van de gefosforyleerde vitamcr. eu is 




- Reversed phase HPLC biedt goede mogelijkheden voor de scheiding van 
PL , PN en PH. Het gebruik van een fosfaatbuffer (pH = 2, 6) als 
mobiele fase blijkt minder geschikt vanwege de geringe retentie van 
PH (k' < 0.5) en de slechte piekvorm van de vitameren bij de meeste 
kolomtypes. 
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- Ion- pair chromatografie met behulp van he ptaansulfonaat ondervangt 
bovengenoemde problemen. Door varleren van de bufferconcentratie, de 
concentratie tegenion en de volumefraktie 2-propanol kan de retentie 
van PN, PH en PL be'invloed worden, hetgeen resulteert in een flexi-
bel chromatografisch systeem. 
Extractie 
-----
- Bij gebruik van het enzymmengsel Ciara-Diastase is de omzetting van 
PLP en PHP na 2 uur kwantitatief. 
- De hydrolyse van PLP en P~W bij verhoogde temperatuur en druk 
(autoclaaf 121°C) is pas na 5 uur volledig bij zuurconcentraties 
< 0.225 N H2S04. Onder deze condities zijn PL, PN en PM stabiel. De 
hydrolyse wordt geremd door toenemende zuurconcentraties. 
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